






























































































































































munities under exposure  to hydrocarbons  [4,37–39]. However,  there  remains a  lack of 
consortium studies based on the native microbiota of Antarctic seawater, despite some of 















































bacterial consortium to be used  in  the subsequent parts of  the study was based on  the 
combination of degree of diesel degradation achieved and growth rate. 
2.3. Optimisation of Diesel Degradation Using One‐Factor‐at‐a‐Time (OFAT) 
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2.5. Response Surface Methodology 


















tions  remain negligible  compared with  the main  effects. The  factors previously deter‐
mined in OFAT were further screened using PB factorial design with a first‐order polyno‐





Variables  Code  Unit  Experimental Range 
      Low (‒1)  High (+1) 
pH  A  ‐  7.5  8.0 
Salinity  B  ppt  25.0  30.0 
Temperature  C  °C  10.0  15.0 
Nitrogen concentration  D  g/L  0.5  2.5 
Initial diesel concentration  E  % (v/v)  1.0  4.0 
The PBD follows the first‐order model below. 
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efficients  to predict  the optimal conditions. The quadratic mathematical model used  is 
shown in Equation (3). 








‒2  ‒1  0  +1  +2 
Salinity  A  ppt  22.5  25.0  27.5  30.0  32.5 
Temperature  B  °C  7.5  10.0  12.5  15.0  17.5 
Nitrogen concentration  C  (g/L)  0.0  0.5  1.0  1.5  2.0 
















o2a  and o2c. As  consortium o2b  showed high degradation  abilities with  considerably 

















































degradation of diesel. There were overall significant differences  in  the  influence of  the 



















































































Diesel concentration (v/v) %
Bacterial growth Diesel degradation













Run  A  B  C  D  E 
Degradation 
(mg/mL) 
1  8.0  30.0  15.0  0.5  30.51  9.62 ± 1.54 
2  7.5  25.0  15.0  2.5  30.51  5.76 ± 2.51 
3  8.0  30.0  10.0  2.5  30.51  5.17 ± 0.37 
4  7.5  25.0  10.0  2.5  30.51  5.06 ± 1.06 
5  7.5  30.0  15.0  2.5  7.69  2.34 ± 2.24 
6  8.0  30.0  10.0  2.5  7.69  2.05 ± 1.01 
7  8.0  25.0  15.0  2.5  7.69  2.10 ± 1.99 
8  8.0  25.0  10.0  0.5  30.51  8.03 ± 1.98 
9  7.5  30.0  10.0  0.5  7.69  2.85 ± 8.17 
10  8.0  25.0  15.0  0.5  7.69  3.13 ± 1.37 
11  7.5  25.0  10.0  0.5  7.69  2.89 ± 2.51 







Source  Sum of Squares  DF  Mean Square  F Value  p Value 
Model  629.47  5  125.89  164.52  <0.0001 *** 
A  0.5663  1  0.56  0.74  0.4227 
B  4.62  1  4.62  6.04  0.0493 * 
C  32.12  1  32.12  41.99  0.0006 *** 
D  376.17  1  376.17  491.59  <0.0001 *** 
E  215.98  1  215.98  282.24  <0.0001 *** 
Residual  4.59  6  0.7652     
Cor Total  634.06  11       
Std. Dev.  0.87.48  R²  0.9928   
Mean  27.92  Adjusted R²  0.9867   
C.V.  3.13  Predicted R²  0.9710   

















Run Order  A  B  C  D  Diesel Reduction (mg/mL) 
          Experimental Value  Predicted Value 
1  27.5  12.5  1.0  44.37  15.01 ± 3.54  14.84 
2  25.0  15.0  0.5  7.96  3.15 ± 8.67  2.71 
3  30.0  10.0  0.5  7.96  2.61 ± 3.10  2.27 
4  25.0  15.0  1.5  30.51  8.31 ± 4.10  8.78 
5  27.5  12.5  1.0  18.45  7.74 ± 17.04  7.63 
6  27.5  17.5  1.0  18.45  1.63 ± 1.52  1.41 
7  25.0  10.0  1.5  30.51  12.39 ± 2.37  11.67 
8  25.0  15.0  0.5  30.51  7.66 ± 1.77  7.91 
9  30.0  10.0  0.5  30.51  9.49 ± 5.67  9.67 
10  27.5  12.5  1.0  0  0.00  0.00 
11  32.5  12.5  1.0  18.45  5.83 ± 0.21  5.57 
12  30.0  15.0  0.5  7.96  1.89 ± 1.28  2.63 
13  30.0  10.0  1.5  7.96  2.88 ± 1.57  2.64 
14  27.5  12.5  0.0  18.45  6.43 ± 9.94  6.59 
15  27.5  12.5  1.0  18.45  7.88 ± 0.96  7.63 
16  25.0  10.0  1.5  7.96  3.87 ± 4.40  4.51 
17  25.0  15.0  1.5  7.96  3.11 ± 2.14  2.95 
18  30.0  15.0  0.5  30.51  9.2 ± 2.06  8.72 
19  27.5  12.5  1.0  18.45  7.72 ± 0.43  7.63 
20  25.0  10.0  0.5  30.51  9.16 ± 9.50  9.23 
21  30.0  15.0  1.5  30.51  8.08 ± 3.67  8.21 
22  27.5  12.5  1.0  18.45  7.85 ± 0.04  7.63 
23  27.5  12.5  1.0  18.45  7.09 ± 0.99  7.63 
24  30.0  10.0  1.5  30.51  10.09 ± 3.33  10.69 
25  27.5  12.5  2.0  18.45  8.18 ± 2.75  7.86 
26  27.5  7.5  1.0  18.45  3.86 ± 1.02  3.91 
27  27.5  12.5  1.0  18.45  7.48 ± 13.19  7.63 
28  30.0  15.0  1.5  7.96  1.37 ± 17.36  1.46 
29  22.5  12.5  1.0  18.45  6.54 ± 2.76  6.62 











Source  Sum of  Df  Mean  F‐Value  p Value   
Model  307.675  14  21.977  85.488  <0.0001  *** 
A  1.649  1  1.649  6.415  0.0239  * 
B  9.397  1  9.397  36.553  <0.0001  *** 
C  2.411  1  2.411  9.377  0.0084  ** 
D  188.075  1  188.075  731.598  <0.0001  *** 
AB  0.142  1  0.142  0.552  0.469   
AC  1.987  1  1.987  7.728  0.014  * 
AD  0.791  1  0.791  3.078  0.101   
BC  2.369  1  2.369  9.213  0.009  ** 
BD  1.707  1  1.707  6.642  0.022  ** 
CD  0.432  1  0.432  1.681  0.216   
A²  3.907  1  3.907  15.197  0.002  ** 
B²  41.091  1  41.091  159.839  <0.0001  *** 
C²  0.273  1  0.273  1.060  0.321   
D²  0.347  1  0.347  1.351  0.265   
Residual  3.599  14  0.257       
Lack of Fit  3.149  9  0.350  3.883  0.075 
Not significant 
Pure Error  0.450  5  0.090     
Cor Total  311.274  28         
    R²  0.9894   
Std. Dev.  0.507    Adjusted R²  0.9769   
Mean  6.53    Predicted R²  0.9326   
C.V. %  7.76    Adeq Precision  38.8315   
A: Salinity, B: Temperature, C: NH3NO4 concentration, D: Initial diesel concentration, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
To determine the optimal levels of each parameter for maximum diesel oil biodegra‐
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7.4 and 7.8 [65]  that  is compatible with optimal function and structural  integrity of the 
cytoplasmic proteins  that support growth  [66]. The presence of phosphorus‐containing 




















ing  of  the  Circumpolar Deep Water  that  surrounds  the Antarctic  continent  [76].  Ro‐
drigues‐Blanco et al. [77] suggested that, although temperature and substrate are crucial 
to bacterial growth, different bacterial species  respond differently  to  temperature. The 
majority of microbial strains isolated in Antarctic seawater are considered psychrotoler‐
ant, rather  than  true psyhchrophiles  [53]. The bacterial consortium o2b studied here  is 
likely to contain a mixture of psychrotolerant and psychrophilic bacteria. Low bacterial 
growth, such as seen at  the higher  temperatures used here, can be associated with  the 
denaturation of key cellular components, while low temperatures may restrict bacterial 
growth through the  loss of membrane function [78]. Within the functional temperature 
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